再生障碍性贫血（AA）"种子"、"虫子"和"土壤"，即造血干／祖细胞（HSPC）、异常免疫及造血微环境的病理机制学说堪称经典。60%\~80％的AA患者经强烈免疫抑制治疗（IST）获得疗效是支持"虫子"学说的有力证据。AA异常免疫病理机制及IST策略的探索性研究贯穿于AA的研究史，极大地推动了我们对AA的认识。然而，回顾AA的研究历程，受研究技术手段的限制，我们对HSPC及造血微环境的认识仍较为肤浅。得益于近些年二代测序技术的迅猛发展，结合细胞遗传学分析技术，我们对血液系统肿瘤，特别是髓系肿瘤如骨髓增生异常综合征（MDS）的克隆性造血问题有了诸多新的认知。上述研究手段的发展同样推动了AA HSPC克隆性造血的研究。因此，如何科学认识AA与克隆性造血的关系，廓清克隆性造血在骨髓衰竭性疾病（如AA、MDS）中的病理作用，不仅有助于科学地引导AA HSPC的研究方向，更可针对性地明晰AA诊断及其与MDS鉴别诊断的临床思维。

一、AA存在克隆性造血

AA伴克隆性造血的认识最早可追溯至著名的"Dameshek之谜"。1967年，美国血液学奠基人之一的William Dameshek观察到AA患者常合并阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH），AA与PNH临床表现有交叉性，部分AA患者病程后期呈现低增生性白血病。由此，Dameshek提出如下设想：AA、PNH与低增生性白血病有何共同点？此后经过20余年的探索，1992年Neal Young为此撰文论述AA的克隆性造血问题以解"Dameshek之谜"：PNH克隆是AA患者最常见的一种克隆性造血；AA患者经IST后易发生远期克隆性病变（如PNH、MDS），继而可进展为白血病；AA患者克隆性造血的界定依赖于异常染色体核型及X连锁相关基因（如葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶、磷酸甘油酸激酶等）随机灭活方式分析。

10%\~20％的AA患者IST后发生远期克隆病变，严重影响患者长期生存质量，其发生机制长期困扰临床医师。此前，对此问题的解释多集中于IST药物导致的克隆性突变发生，但AA患者自身所固有的克隆性造血导致远期克隆病变的发生应更容易被理解。

40%\~60％的AA患者诊断时可伴有PNH克隆，约12％的AA患者可存在异常染色体核型，上述两种克隆性造血已获多数学者认可。而近些年髓系肿瘤突变基因分析，尤其是MDS相关突变基因分析逐渐被纳入临床诊断体系。如何认识AA患者发生髓系肿瘤相关基因突变的克隆性造血这个科学问题尤为重要。

来自德国和美国两个小样本（分别纳入38例和22例）研究报道结果显示，髓系肿瘤相关基因突变在AA的发生率分别为5％和9%，我院和英国的两个大样本（分别纳入138例和150例）研究相继报道有17％和19％的发生率；后者的长期随访资料表明AA伴有克隆性突变的患者发生MDS/急性髓系白血病风险远高于非突变组（38％对5%），中位发生时间7.1(0.7\~21.7）年。此后，美国国立卫生研究院和克利夫兰医学中心及日本的439例多中心、大样本、系统性研究确定了约三分之一的AA患者至少存在一种髓系肿瘤相关基因突变，结合染色体核型及基因突变两种分析手段，47％的AA患者存在克隆性造血：伴有PIGA、BCOR或BCORL1突变克隆的AA患者IST近期疗效及长期生存优于不伴突变克隆者，而伴有DNMT3A、ASXL1、TP53、RUNX1或CSMD1的AA患者IST近期疗效及长期生存最差。综合以上研究结果，AA患者较为常见的突变基因有BCOR、BCORL1、PIGA、DNMT3A、ASXL1、TET2、RUNX1、TP53及JAK等。

二、科学认识克隆性造血

克隆性造血是指具有独特遗传学和（或）分子生物学标志的HSPC维持自我更新及增殖的造血模式行为。AA患者存在髓系肿瘤相关基因突变的克隆性造血似乎难以理解，而非血液系统疾病人群亦存在克隆性造血的事实将会拓宽我们对克隆性造血的认识。2014年12月，来自哈佛医学院和华盛顿大学的3个研究团队的研究成果证实：我们已认知的髓系肿瘤基因突变不仅存在于实体瘤患者，还存在于心血管疾病、糖尿病和精神疾患这些非血液系统疾病人群及健康正常人，最常见的突变基因包括DNMT3A、TET2及ASXL1。随着患者年龄增长，克隆性造血发生率逐渐增高：40岁以下人群较为罕见，50岁以下发生率极低（1%），而60岁以上可达到5%，65\~70岁以上可高达10%。从干细胞生物学角度看，造血干细胞（HSC）在维持自我更新和不对称分裂过程中DNA复制存在随机突变的可能性，每个HSC基因突变的累积次数为（1.3±0.2）/10年。因此，不难理解，随着年龄增长及干细胞老化，基因突变导致的克隆性造血发生呈渐进性增高趋势。伴克隆性造血的健康人群发生血液系统肿瘤性疾病的风险是非克隆性造血者的11.1\~12.9倍。

三、甄别克隆性造血在AA与MDS诊断及鉴别诊断中的价值

AA患者伴有克隆性造血，特别是髓系肿瘤相关基因突变，给AA临床诊断及其与MDS的鉴别诊断带来一定困难，也必将是学术界讨论的热点问题。在此，我们不妨借鉴髓系肿瘤相关基因突变对MDS的诊断价值，剖析克隆性造血对AA的诊断意义。虽然有近60种MDS相关基因突变被认知，并被推荐为临床诊断依据，但大多数突变基因致病意义尚不明确，仅SF3B1、TET2、SRSF2、ASXL1、DNMT3A和RUNX1等基因被列入诊断常规。SF3B1是较为明确的环形铁粒幼红细胞特异性诊断基因；而健康人群，特别是60\~70岁以上人群，最常见的克隆性造血突变基因有DNMT3A、TET2及ASXL1。考虑到MDS高发于老年人群，上述3个基因的诊断价值仍需权衡。事实上，国内外学者们对依靠基因分子突变诊断MDS这一问题的共识是：MDS的诊断不能单纯依赖基因分子突变，更需要有细胞形态学（病态造血）的证据，在此基础上联合遗传学和基因分子突变技术明确克隆性造血。对于仅有基因分子突变阳性的克隆性造血，而无MDS形态学异常的病例，不确定潜能的克隆性造血（Clonal hematopoiesis of indeterminate potential，CHIP）概念应该更科学合理。

借鉴克隆性造血对MDS的诊断价值，以及克隆性造血与非血液系统疾病人群甚至健康人群的交叉性，需要我们辨证认识AA患者出现克隆性造血这一问题：①AA患者可以伴随克隆性造血，克隆性造血不等同于恶性克隆性疾病，克隆性造血与既有AA诊断体系并不矛盾。②PNH克隆及某些基因突变克隆是预后良好的标志，而多数髓系肿瘤相关基因突变提示预后不良、恶性克隆性病变风险。骨髓衰竭环境下，克隆性造血的发生可能是HSPC造血模式自适应性改变或压力性选择克隆的结果。③基因分子突变分析确定的克隆性造血是对既有AA及MDS诊断体系的有益补充，而非疾病诊断的决定性因素。综上，深入开展针对AA患者HSPC及造血微环境的研究，明确AA伴或不伴有克隆性造血的临床诊疗预后及转归，必将丰富我们对以AA为代表的骨髓衰竭性疾病的科学认识。
